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Цель обзора — анализ опыта диагностики тканевой гипоксии методом лазер-индуцированной 
спектроскопии, а также выявление перспективных направлений и потенциальных возможностей 
данного метода для дальнейшего его применения в экспериментальной и клинической медицине.  

В обзоре представили данные исследований интенсивности флуоресценции эндогенных моле-
кул-флуорофоров (никотинадениндинуклеотида восстановленного, флавинадениндинуклеотида 
окисленного) как маркеров ишемического повреждения внутренних органов (мозга, сердца, печени, 
почек и др.). Рассмотрели принципы метода флуоресцентной лазер-индуцированной спектроскопии 
in vivo. Уделили внимание историческим аспектам темы. Показали результаты применения метода в 
экспериментальных и клинических исследованиях тканевой гипоксии и ишемии. Выявили трудности 
в интерпретации значений интенсивности аутофлуоресцентного сигнала исследуемых молекул. От-
метили, что неизвестным остается период сохранения способности ткани к аутофлуоресценции в 
условиях длительной аноксии, отсутствуют систематизированные представления о влиянии экзо-
генных и эндогенных факторов на интенсивность аутофлуоресценции.  

Сделали вывод, что применение метода лазер-индуцированной флуоресцентной спектроскопии 
с целью диагностики тканевой ишемии является перспективным направлением в эксперименталь-
ной и клинической медицине, не исчерпавшим себя, и оставляющим ряд нерешенных вопросов, не-
смотря на большое количество исследований в данной области.  
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The aim of review is to discuss the results of studies on diagnosis of tissue hypoxia by laser-induced spec-

troscopy, as well as to identify promising trends and prospects of this technique for its further application in 
experimental and clinical medicine.  

The review presents the findings of studies of the fluorescence intensity of endogenous fluorophore 
molecules (reduced nicotinamide adenine dinucleotide, oxidized flavin adenine dinucleotide) as markers of 
ischemic injury of internal organs (brain, heart, liver, kidneys, etc.). The principles of fluorescence laser-in-
duced spectroscopy in vivo are discussed. The historical aspects of the subject are also covered. The results of 
the use of the technique in experimental and clinical studies of tissue hypoxia and ischemia are shown. Diffi-
culties in interpreting the intensity values of autofluorescent signal of the studied molecules are revealed. It 
was noted that the tissue autofluorescence in a long-term anoxia remains unknown, and there are no struc-
tured ideas about the impact of exogenous and endogenous factors on autofluorescence intensity.  

In conclusion, the use of laser-induced fluorescence spectroscopy to diagnose tissue ischemia is a promis-
ing area of experimental and clinical medicine, which still has various unresolved issues, despite a large num-
ber of studies in this domain.  
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Введение 
Вопрос устойчивости ткани к гипоксии и 

аноксии является фундаментальной темой в 
медицине, имеющей мультидисциплинарное 
значение. Кислородное голодание является 
причиной нарушения тканевого метаболизма 
при кровопотере, нарушениях кровообращения, 
травматических повреждениях, острых отравле-
ниях и при других критических состояниях [1–3]. 
Изучение механизмов гипоксии/аноксии как 
патологического процесса и современных спо-
собов ее диагностики представляет интерес для 
врачей любой специальности. Преимущества 
диагностики тканевой гипоксии in situ в экспе-
риментальных моделях, а также в клинической 
медицине, заключающиеся в возможности 
интраоперационного мониторинга состояния 
органов и тканей, определения жизнеспособно-
сти ткани при нарушении кровообращения, а 
также трансплантируемой ткани обусловливает 
необходимость уделить большее внимание 
методам, позволяющим в реальном времени, in 
situ диагностировать тканевую гипоксию. 
Одним из таких методов является лазер-индуци-
рованная аутофлуоресцентная спектроскопия.  

Цель обзора литературы — анализ опыта 
диагностики тканевой гипоксии методом 
лазер-индуцированной спектроскопии, а 
также выявление перспективных направлений 
и потенциальных возможностей данного мето-
да для дальнейшего его применения в экспери-
ментальной и клинической медицине.  

Теоретические основы метода аутофлу-
оресцентной спектроскопии. Метод аутофлу-
оресцентной спектроскопии основан на 
регистрации интенсивности флуоресценции 
эндогенных молекул-флуорофоров. Явление 
аутофлуоресценции заключается в испускании 
квантов света возбужденными в результате 
воздействия излучения с определенной длин-
ной волны молекулами при переходе из мета-
стабильного состояния, с более высокого энер-
гетического уровня, в основное состояние, с 
наименьшей энергией [4, 5].  

Наиболее важными для диагностики эндо-
генными тканевыми флуорофорами являются 
триптофан, коллаген, эластин, восстановлен-
ный никотинамидадениндинуклеотид (НАДН), а 
также его фосфат (НАДФН), флавины и флаво-
протенины (ФАД, ФМН), порфирины, бета-каро-
тин. Пиридиновые и флавиновые нуклеотиды, 
локализующиеся в большей степени в мито-
хондриях и в меньшей — в цитоплазме, являют-
ся одним из основных источников клеточной 
флуоресценции [6]. Участие данных соединений 
в широком спектре внутриклеточных процес-
сов, таких как гликолиз, пентозный цикл, цикл 
Кребса, окисление жирных кислот, работа дыха-

Introduction  
Tissue resistance to hypoxia and anoxia is a 

fundamental topic in medicine of a multidisci-
plinary significance. Oxygen starvation is the cause 
of tissue metabolism disorders in case of blood loss, 
blood circulation disorders, traumatic injuries, 
acute poisoning and other critical conditions [1–3]. 
Studying the mechanisms of hypoxia/anoxia as a 
pathological process and modern methods of its di-
agnosis attracts the attention of clinicians of any 
specialty. In-situ diagnosis of tissue hypoxia in ex-
perimental models, as well as in clinical medicine, 
offers a possibility of intraoperative monitoring of 
organs and tissues, tissue viability determination in 
circulatory failure after transplantation. Therefore, 
it is necessary to place more emphasis on methods 
that allow to diagnose tissue hypoxia in situ in real 
time. One of such methods is laser-induced aut-
ofluorescence spectroscopy.  

The aim of this literature review is to examine 
the available data on diagnosing the tissue hypoxia 
by laser-induced spectroscopy, as well as to identify 
the promising directions and prospects of this tech-
nique for its further application in experimental 
and clinical medicine.  

Fundamentals of autofluorescence spec-
troscopy. Autofluorescence spectroscopy is based 
on the detection of fluorescence intensity of en-
dogenous fluorophore molecules. The phe-
nomenon of autofluorescence consists in emitting 
quanta of light by molecules excited due to the ef-
fects of radiation with a specific long wavelength, 
when changing from a metastable state with a 
higher energy level to the basic state with the lowest 
energy [4, 5].  

The most important diagnostic endogenous 
tissue fluorophores are tryptophan, collagen, 
elastin, reduced nicotinamide adenine dinu-
cleotide (NADH), as well as its phosphate 
(NADPH), flavins and flavoproteins (FAD, FMN), 
porphyrins, beta-carotene. Pyridine and flavin nu-
cleotides, which are located to a greater extent in 
mitochondria and to a lesser extent in cytoplasm, 
are one of the main sources of cellular fluorescence 
[6]. They participate in a wide range of intracellular 
processes, such as glycolysis, pentose cycle, Krebs 
cycle, fatty acid oxidation, mitochondrial respira-
tory chain, and biosynthetic processes, and can be 
used as markers of cellular metabolism in normal 
and pathological processes [7–10]. The NADH 
coenzyme fluoresces only in the reduced form and 
the maximum excitation is registered on exposure 
to radiation with a wavelength of 340 nm, while the 
quantum fluorescence yield is greater if NADH is 
bound to the protein. Flavin nucleotides are only 
capable of fluorescence in oxidized form. The max-
imum excitation is registered on exposure to radi-
ation with a wavelength of 450 nm [5, 7]. Based on 
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тельной цепи митохондрий, биосинтетические 
процессы, обусловливает возможность исполь-
зования их в качестве маркеров клеточного 
метаболизма в норме и при патологических про-
цессах [7–10]. Кофермент НАДН флуоресцирует 
только в восстановленной форме и максимум 
возбуждения регистрируется при воздействии 
излучения с длиной волны 340 нм, при этом 
квантовый выход флуоресценции больше, если 
НАДН связан с белком. Флавиновые нуклеоти-
ды способны к флуоресценции только в окис-
ленной форме. Максимум возбуждения реги-
стрируется при воздействии излучения с 
длиной волны 450 нм. [5, 7] На основании раз-
личного квантового выхода этих коферментов в 
их окисленной и восстановленной формах 
может быть осуществлен мониторинг клеточно-
го и тканевого метаболизма [10–18].  

История метода. С момента открытия опти-
ческих свойств восстановленного никотинами-
дадениндинуклеотида в 1950 году началось 
интенсивное исследование его как маркера 
митохондриальных функций. Основоположник 
данного направления Бриттон Чанс в результате 
своих многочисленных исследований как in vitro, 
так и in vivo доказал, что митохондриальная 
функция может быть оценена по редокс-состоя-
нию НАДН. Основной вехой в истории исследо-
вания коферментов стало создание в 1954 году Б. 
Чансом двухлучевого спектрофотометра [19]. 
Спектрофотометрическим методом были впер-
вые изучены метаболические состояния изоли-
рованных митохондрий в зависимости от суб-
страта, кислорода и уровня АДФ. В 1959 году 
Chance и Legallais разработали дифференциаль-
ный микрофлуориметр, что позволило исследо-
вать коферменты не только в клеточных суспен-
зиях, ультратонких образцах тканей, но и в 
тканях животных in vivo. В 1962 года появляются 
первые работы Chance et al., в которых монито-
ринг НАДН проводился органах анестезирован-
ных крыс.  

В 1971 году Jobsis и соавт. впервые примене-
нил данный метод на мозге нейрохирургических 
пациентов с фокальной эпилепсией in vivo. Была 
выявлена корреляция показателей НАДН с дан-
ными электрокортикографии при прямой кор-
тикальной стимуляции контролируемой обла-
сти. Полученные результаты оказались схожими 
с результатами предшествующего аналогичного 
экспериментального исследования [20]. 

Из-за трудностей интерпретации аутофлу-
оресценции ткани использование метода 
флуоресцентной спектроскопии получило 
широкое распространение в медицине только 
с использованием экзогенных флуорофоров. 
Однако, интерес к аутофлуоресцентной спек-
троскопии тканей in vivo доказан множеством 
работ, начиная с исследований Б. Чанса и соавт. 

the different quantum yield of these coenzymes in 
oxidized and reduced forms, cellular and tissue 
metabolism can be monitored [10–18].  

History of the method. Since the discovery of 
the optical properties of the reduced nicotinamide 
adenine dinucleotide in 1950, it has been inten-
sively studied as a marker of mitochondrial func-
tion. The founder of this area of research, Britton 
Chance, has proven through his numerous studies, 
both in vitro and in vivo, that mitochondrial func-
tion can be evaluated by the redox state of NADH. 
A major milestone in the history of coenzyme re-
search was the creation of a two-beam spectropho-
tometer by B. Chance in 1954 [19]. Metabolic char-
acteristics of isolated mitochondria as a function of 
substrate, oxygen and ADP level were studied for 
the first time by a spectrophotometry. In 1959, 
Chance and Legallais developed a differential mi-
crofluorimeter for studying coenzymes not only in 
cell suspensions and ultra-thin tissue samples, but 
also in animal tissues in vivo. In 1962, the first 
works by Chance et al. appeared, where monitoring 
of NADH was done on anesthetized rat organs.  

In 1971, Jobsis et al. pioneered this method in 
the brain of neurosurgical patients with focal 
epilepsy in vivo. A correlation between NADH and 
electrocorticography data was found in direct cor-
tical stimulation of the controlled areas. The ob-
tained results were consistent with those of a pre-
vious similar experimental study [20]. 

Due to difficulties in interpreting the tissue 
autofluorescence, the use of fluorescence spec-
troscopy has become widespread in medicine only 
with the introduction of exogenous fluorophores. 
However, the interest in autofluorescence spec-
troscopy of tissues in vivo has been demonstrated 
by a number of studies ranging from the works of 
B. Chance et al. to modern Russian and foreign re-
search dealing with the role of tissue autofluores-
cence in malignant neoplasms, neurodegenerative 
diseases, ischemia and reperfusion [21].  

Diagnosing the ischaemic injury of internal 
organs by laser-induced fluorescence spec-
troscopy. The cells switch to anaerobic respiration 
as a result of hypoxia. Changes in the respiratory en-
zyme chain are initialized at the NADH-dependent 
site with a short-term increase in functioning, fol-
lowed by suppression of this mitochondrial com-
plex site. Lack of oxygen leads to the accumulation 
of reduced nicotinamide coenzyme (NADH), fluo-
rescing in ultraviolet light, which makes it possible 
to use NADH as a marker of mitochondrial dysfunc-
tion caused by hypoxia/anoxia. Autofluorescence 
fading is observed with continued anoxia [22–24].  

Since the problem of tissue viability assess-
ment in the context of ischemia has remained to 
this day, it is still relevant to use techniques to de-
termine the condition of cells in the ischemic area 
without special preparation of the tissue sample 



53w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 1 9 ,  1 5 ;  6

DOI:10.15360/1813-9779-2019-6-50-61
Обзоры

и, заканчивая современными отечественными 
и зарубежными публикациями, посвященны-
ми изучению тканевой ауофлуоресценции в 
злокачественных новообразованиях, при ней-
родегенеративных заболеваниях, при ишемии 
и реперфузии [21].  

Диагностика ишемического поврежде-
ния внутренних органов методом лазер-
индуцированной флуоресцентной спекторо-
скопии. Следствием гипоксии является 
переход клеток на анаэробное дыхание. Изме-
нение в цепи дыхательных ферментов инициа-
лизируется на НАДН-зависимом участке, что 
выражается в кратковременном усилении, а 
затем подавлением работы этого участка мито-
хондриального комплекса. Отсутствие кисло-
рода приводит к накоплению восстановленно-
го никотинамидного кофермента (НАДН), 
флуресцирующего в ультрафиолетовом свете, 
что позволяет использовать НАДН в качестве 
маркера митохондриальных дисфункций, 
вызванных гипоксией/аноксией. В условиях 
продолжающейся аноксии наблюдается угаса-
ние аутофлуоресценции [22–24].  

Так как проблема оценки жизнеспособно-
сти тканей на фоне ишемии существует по сей 
день, сохраняется актуальность применения 
методов, позволяющих определить состояние 
клеток ишемизированного участка без специ-
альной подготовки образца ткани и в режиме 
реального времени. К настоящему времени 
проведен ряд экспериментальных и клиниче-
ских исследований по использованию лазер-
индуцированой флуоресцентной спектроско-
пии в нейро- и кардиохирургии, онкологии, 
гастроэнтерологии [25–30].  

В самом начале внедрения метода в экспе-
риментальную медицину C. H. Barlow (1977) 
были проведены исследования флуоресцен-
ции НАДН в миокарде при коронарной окклю-
зии, в результате которых были выявлены 
изменения уже через 15 секунд от момента 
наложения лигатуры на коронарную артерию. 
В исследовании F. H. Tomlinson было обнару-
жено, что ишемия мозга сопровождается уве-
личением флуоресценции NADH на 150% через 
15 минут после окклюзии сонной артерии [31].  

Fitzgerald J. T. и соавт. показали в экспери-
менте эффективность лазерной аутофлуорес-
центной визуализации в диагностике ишеми-
ческого и реперфузионного повреждения 
почек in vivo и оценке их жизнеспособности 
после периода окклюзии почечных артерий 
[32]. Tirapelli L. F. и соавт. успешно использова-
ли метод аутофлуоресцентной спектроскопии 
для исследования их реакции на длительную 
ишемию и реперфузию в эксперименте, а 
также выявили связь между интенсивностью 
флуоресценции почек при ишемическом и 

and in real time. To date, a number of experimental 
and clinical studies on the use of laser-induced flu-
orescence spectroscopy in neuro- and cardiac 
surgery, oncology, gastroenterology has been car-
ried out [25–30].  

In the early days of the method implementa-
tion in experimental medicine, C. H. Barlow (1977) 
studied the fluorescence of NADH in myocardium 
during coronary occlusion and identified its 
changes after 15 seconds from the moment of coro-
nary artery ligation. In the study by F. H. Tomlinson, 
brain ischemia was associated with a 150% increase 
in NADH fluorescence 15 minutes after carotid oc-
clusion [31].  

Fitzgerald J. T. et al. showed in their experi-
ment the efficacy of laser autofluorescent imaging 
in the diagnosis of ischemic and reperfusion dam-
age of the kidneys in vivo and assessment of their 
viability after a period of renal artery occlusion [32]. 
Tirapelli L. F. et al. successfully used autofluores-
cence spectroscopy to study the response to long-
term ischemia and reperfusion in the experiment, 
and also found a correlation between the intensity 
of renal fluorescence in ischemic and reperfusion 
damage and histological signs of renal, as well as 
mitochondrial damage [33, 34]. Raman R. N. et al. 
suggested using multimodal autofluorescence 
spectroscopy to predict the post-transplantation 
kidney function [35].  

The study of NAD(F)H and FAD as autofluo-
rescent biomarkers of metabolic disturbances and 
liver and hepatocyte damage began in the 1950s. 
The purpose of later studies was to monitor the 
liver response to ischemia/reperfusion. Subse-
quently, fluorescent fatty acids, lipopigments, and 
collagen were characterized as optical biomarkers 
of liver steatosis and fibrosis [36, 37].  

M. F. Lacour et al. demonstrated a correlation 
between the redox ratio (NADH/FAD) and other 
markers of hepatic injury on a 60-minute and 90-
minute liver ischemia model with and without 
reperfusion [38].  

Croce A. C. et al. studied the autofluorescence 
properties of bile and concluded that autofluores-
cence bile spectroscopy can provide additional in-
formation to assess changes in the liver metabolic 
activity balance [39]. 

Arutyunyan A. V. et al. demonstrated in an ex-
periment the high efficacy of intraoperative use of 
the laser-induced fluorescence spectroscopy 
method for diagnostics of pancreas tissue necrosis 
in situ at acute pancreatitis [40].  

Smelt M. J. et al. suggested using fluorescence 
of HADH and FAD coenzymes of pancreatic beta 
cells to determine their viability before transplan-
tation [41].  

M. V. Shinkin et al. have shown a high diagnos-
tic significance of the laser-induced spectroscopy 
method in combination with laser doppler fluom-
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реперфузионном повреждении с морфологи-
ческими признаками повреждения почки, а 
также с повреждением митохондрий [33, 34]. 
Raman R. N. и соавт. предложили использовать 
мультимодальную аутофлуоресцентную спек-
троскопию для прогнозирования посттранс-
плационной функции почек [35].  

Изучение НАД(Ф)Н и ФАД в качестве авто-
флуоресцентных биомаркеров нарушения 
метаболизма и повреждений печени и гепато-
цитов началось с 1950-х годов. Целью более 
поздних исследований стал мониторинг реак-
ции печени на ишемию/реперфузию. Впослед-
ствии, флуоресцентные жирные кислоты, 
липопигменты и коллаген были охарактеризо-
ваны как оптические биомаркеры стеатоза 
печени, фиброза [36, 37].  

M. F. La cour и соавт. на модели печеночной 
ишемии продолжительностью 60 и 90 минут с 
реперфузией и без нее выявили корреляцию 
редокс-отношения (НАДН/ФАД) с другими 
маркерами печеночного повреждения [38].  

Croce A. C. и соавт. провели исследование 
аутофлуоресцентных свойств желчи и пришли 
к выводу, что аутофлуоресцентная спектроско-
пия желчи может предоставить дополнитель-
ную информацию для оценки изменений балан-
са метаболической активности печени [39]. 

Арутюнян А. В. и соавт. в эксперименте 
была продемонстрирована высокая эффектив-
ность интраоперационного использования 
метода лазерно-индуцированной флуорес-
центной спектроскопии для диагностики нек-
роза ткани поджелудочной железы in situ при 
остром панкреатите [40].  

Smelt M. J. и соавт. предложили использо-
вать флуоресценцию коферментов НАДН и 
ФАД бета-клеток поджелудочной железы для 
определения их жизнеспособности перед 
трансплантацией [41].  

Шинкин М. В. и соавт. показали высокую 
диагностическую значимость метода лазер-
индуцированной спектроскопии в сочетание с 
ЛДФ в отношении раннего выявления наруше-
ний тканевого метаболизма и оценки риска 
развития синдрома диабетической стопы у 
больных сахарным диабетом второго типа [42]. 

Staniszewski K. и соавт. было проведено 
исследование интенсивности флуоресценции 
НАДН и ФАД изолированных перфузирован-
ных легких крыс при добавлении в перфузат 
ингибитора митохондриального комплекса I 
(НАДН-убихинон-оксидоредуктазы) — роте-
нона, ингибитора комплекса IV (цитохром С-
оксидазы) — цианида калия и разобщителя 
тканевого дыхания — пентахлорфенола. 
Изменения метаболического состояния мито-
хондрий в легких отражались на показателях 
интенсивности флуоресценции коферментов. 

etry for the early detection of tissue metabolic dis-
orders and the assessment of the risk of diabetic 
foot syndrome in patients with type 2 diabetes mel-
litus [42]. 

Staniszewski K. et al. studied the intensity of 
NADH and FAD fluorescence of isolated perfused 
rat lungs after adding rotenon, mitochondrial com-
plex I (NADH-ubiquinone-oxidoreductase) in-
hibitor; potassium cyanide, complex IV inhibitor 
(C-oxidase cytochrome), and pentachlorophenol, 
tissue respiration inhibitor, into the perfusate. 
Changes in the metabolic state of mitochondria in 
the lungs affected the intensity of coenzyme fluo-
rescence. The autofluorescence signal decreased 
after adding blood to the perfusate, but the redox 
ratio remained unchanged. This study demon-
strated the sensitivity of coenzyme fluorescence in-
tensity and redox ratio to changes in redox pro-
cesses in mitochondria [43].  

Diagnosis of cerebral ischemia. The diagnos-
tic significance of brain autofluorescence became 
apparent from the findings of B. Chance's early 
studies. The first use of laser-induced fluorescence 
spectroscopy in vivo in the clinic was carried out on 
neurosurgical patients for a reason [20]. A number 
of studies have shown a correlation between 
changes in the fluorescence signals of the reduced 
NADH and the oxidized FAD and the functional ac-
tivity of neuronal and glial mitochondria, intracel-
lular concentration of calcium and its transmem-
brane transport of calcium in mitochondria [44–47].  

Despite the experimentally and clinically 
proven applicability of the fluorescence intensity 
indexes of NADH and FAD coenzymes as biomark-
ers of ischemic brain damage [48–55], the method 
has some limitations associated with the difficulty 
of data interpretation. In the in vitro study, Kahra-
man S. et al. demonstrated differences in the fluo-
rescence mechanisms of pyridine nucleotides in 
neural and glial cells. Persisting anoxia after the 
initial increase in NADH fluorescence in neurons 
was accompanied by its gradual decrease, which 
was not observed in astrocytes. There is also a need 
to differentiate the changes in the autofluores-
cence of NAD(P)H caused by metabolic disorders 
from the changes induced by the stimulation of 
local blood flow by the increased lactate produc-
tion during ischemia [56]. 

Polesskaya O. et al. developed a technique based 
on the relationship between the intensity of endoge-
nous fluorescence of NADH and partial oxygen pres-
sure in the tissue, allowing to diagnose the microre-
gional hypoxia of the murine cerebral cortex [57].  

In the light of several studies, the NADH and 
FAD autofluorescence intensity indices serve as 
markers not only for hypoxic brain damage, but 
also for neoplastic and neurodegenerative pro-
cesses. In 2017, Shi L. et al. in experimental studies 
showed the possibility of using NADH, FAD and 



55w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 1 9 ,  1 5 ;  6

DOI:10.15360/1813-9779-2019-6-50-61
Обзоры

При добавлении крови в перфузат аутофлу-
оресцентный сигнал снижался, но редокс-
отношение оставалось неизменным. Это 
исследование продемонстрировало чувстви-
тельность показателей интенсивности флуо-
ресценции коферментов и редокс-отношения 
к изменениям окислительно-восстановитель-
ных процессов в митохондриях [43].  

Диагностика ишемии головного мозга. 
Диагностическая значимость аутофлуоресцен-
ции головного мозга стала очевидной из 
результатов первых работ Б. Чанса. Не случайно 
первое применение метода лазер-индуциро-
ванной флуоресцентной спектроскопии in vivo 
в клинике было осуществлено на нейрохирур-
гических пациентах [20]. В ряде исследований 
была показана взаимосвязь динамических 
изменений флуоресцентных сигналов восста-
новленной формы НАДН и окисленной формы 
ФАД с функциональной активностью мито-
хондрий нейронов и глии, внутриклеточной 
концентрацией и процессами трансмембранно-
го транспорта кальция в митохондриях [44–47].  

Несмотря на доказанную эксперименталь-
ными и клиническими исследованиями воз-
можность использования показателей интен-
сивности флуоресценции коферментов НАДН 
и ФАД в качестве биомаркеров ишемического 
повреждения головного мозга [48–55], суще-
ствуют ограничения метода, связанные с труд-
ностью интерпретации данных. Kahraman S. и 
соавт. в исследовании in vitro были показаны 
различия механизмов флуоресценции пириди-
новых нуклеотидов в нейрональных и глиаль-
ных клетках. При продолжающейся аноксии 
после увеличения флуоресценции НАДН в ней-
ронах наблюдалось ее постепенное снижение, 
чего не было отмечено в астроцитах. А также 
возникает необходимость дифференцировать 
изменения аутофлуоресценции НАД(Ф)Н, 
вызванные нарушением метаболизма, с изме-
нениями, спровоцированными стимуляции 
локального кровотока увеличением продук-
ции лактата при ишемии [56]. 

Polesskaya O. и соавт. был разработан 
метод, основанный на взаимосвязи между 
интенсивностью эндогенной флуоресценции 
НАДН и парциальным давлением кислорода в 
ткани, который позволил диагностировать 
микрорегиональную гипоксию коры головно-
го мозга мыши [57].  

Исходя из ряда исследований показатели 
интенсивности аутофлуоресценции НАДН и 
ФАД являются маркерами не только гипокси-
ческого повреждения головного мозга, но и 
опухолевых, а также нейродегенеративных 
процессов. В 2017 г Shi L. и соавт. в эксперимен-
тальном исследовании показали возможность 
использования аутофлуоресценции НАДН, 

tryptophan autofluorescence for early diagnosis of 
Alzheimer's disease [58]. 

Pascu A. et al. have demonstrated that the 
comparative assessment of autofluorescence 
ranges of normal and neoplastic tissue helps to 
identify them. 

The results of the experimental in vitro study 
led the authors to suggest using the fluorescence 
spectroscopy for the real-time assessment of neo-
plastic and adjacent normal tissue autofluores-
cence during surgery in vivo [59]. Zhu M. B. et al. 
supplemented the autofluorescence spectroscopy 
with optical coherence tomography, which in-
creased the sensitivity of the tumor tissue identifi-
cation from 86.1 to 95.9% [60]. 

Ibrahim B. A. et al. showed the effect of tem-
perature on the fluorescence of NADH and FAD 
coenzymes in the rat cortex. An association be-
tween an increase in temperature and a decrease in 
FAD fluorescence was found [61]. 

A study by Reinert K. C. et al. showed that aut-
ofluorescence of cerebellar flavoproteins is related 
to inhibition and excitation processes [62]. 

The study of NADH and FAD coenzymes in is-
chemic brain damage not only proved the possibil-
ity of their use as damage and regeneration mark-
ers, but also gave rise to the development of drugs 
containing pyridine nucleotides which reduce the 
area of necrosis in the brain, improve the functional 
recovery, and reduce mortality in experimental an-
imals after ischemic stroke [63]. 

Diagnosis of myocardial ischemia. Since aut-
ofluorescence spectroscopy of NADH and FAD 
coenzymes helps to evaluate tissue metabolism in 
real time, the use of this method for intraoperative 
cardiac monitoring is a promising aspect of clinical 
and experimental medicine.  

Papayan G. et al. based on the results of stud-
ies of NADH and FAD coenzymes in ischemia-
reperfusion of an isolated rat heart recommended 
this technique for intraoperative monitoring of my-
ocardial metabolism during episodes of anoxia in 
patients who underwent cardiac surgery under car-
diopulmonary bypass [64].  

Lagarto J. L. et al. on the Langedorff isolated 
heart model revealed changes in FAD and NAD(P)H 
fluorescence associated with the glucose and oxy-
gen depletion. Meanwhile, the coenzyme fluores-
cence intensity was more sensitive to changes in 
oxygen content in the perfusate than to changes in 
glucose level. The potential for using autofluores-
cence spectroscopy to estimate the content of type 
I collagen in the post-infarct period was demon-
strated [65–67].  

Despite the hypothetical background and the 
correlation between autofluorescence and rejec-
tion of the cardiac allograft found in experimental 
studies with rats, study on the use of laser-induced 
autofluorescence spectroscopy to assess the risk of 
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ФАД и триптофана для ранней диагностики 
болезни Альцгеймера [58]. 

Pascu A. и соавт. было продемонстрирова-
но, что сравнение спектров аутофлуоресцен-
ции нормальной и опухолевой ткани головно-
го мозга позволяет их идентифицировать. 
Результаты экспериментального исследова-
ния, проведенного in vitro, дало основание 
авторам высказать пожелание в дальнейшем 
использовать метод флуоресцентной спектро-
скопии для измерения аутофлуоресценции 
опухоли и прилегающей нормальной ткани in 
vivo в интраоперационных условиях в реаль-
ном времени [59]. Zhu M. B. соавт. дополнили 
аутофлуоресцентную спектроскопию оптиче-
ской когерентной томографией, что увеличило 
чувствительность метода идентификации опу-
холевой ткани с 86,1 до 95,9% [60]. 

Ibrahim B. A. и соавт. было показано воз-
действие температуры на флуоресценцию 
коферментов НАДН и ФАД в коре головного 
мозга крыс. Была выявлена связь повышени-
ем температуры и снижением флуоресценции 
ФАД [61]. 

Исследование Reinert K.C. и соавт. показа-
ло взаимосвязь аутофлуоресценции флаво-
протеинов коры мозжечка с процессами тор-
можения и возбуждения [62]. 

Изучение коферментов НАДН и ФАД при 
ишемическом повреждении головного мозга 
позволило не только доказать возможность их 
использования в качестве маркеров поврежде-
ния и регенерации, но и дать начало разработке 
препаратов, содержащих пиридиновые нуклео-
тиды, введение которых экспериментальным 
животным после ишемического инсульта сни-
жает площадь некроза в головном мозге, улуч-
шает функциональное восстановление и сни-
жает смертность [63]. 

Диагностика ишемии миокарда. Так как 
аутофлуоресцентная спектроскопия кофер-
ментов НАДН и ФАД позволяет оценить ткане-
вой метаболизм в режиме реального времени, 
использование данного метода с целью интра-
операцинного кардиомониторинга является 
перспективным направлением в клинической 
и экспериментальной медицине.  

Papayan G. и соавт. в результате исследова-
ний коферментов НАДН, ФАД при ишемии-
реперфузии изолированного сердца крысы 
рекомендовали данный метод для интраопера-
ционного мониторинга метаболизма миокарда 
во время эпизодов аноксии у пациентов, пере-
несших кардиохирургическое вмешательство 
при искусственном кровообращении [64].  

Lagarto J. L. и соавт. на модели изолирован-
ного сердца по Лангедорфу были выявлены 
изменения показателей флуоресценции ФАД и 
НАД(Ф)Н на фоне истощения глюкозы и кис-

cardiac transplant rejection done by Yamani M. et 
al. has not yielded positive results [68].  

A number of papers deal with the use of this 
technique to control the condition of the my-
ocardium in ischemia in cardioprotection. The 
study of NADH fluorescence changes in relation to 
the reperfusion period duration and type of cardio-
plegia conducted by T. Nishioka (1984) was among 
the earliest in this area. The incomplete recovery of 
coenzyme fluorescence level was explained by irre-
versible changes in myocardium [31]. Horvath et al. 
studied the changes of laser-induced NADH fluo-
rescence in the myocardium during sequential oc-
clusion and cold cardioprotection. Immediately 
after the occlusion, a rapid increase in the fluores-
cence of NADH was recorded over a period of less 
than 5 min, followed by a decline over the entire pe-
riod of ischemia, which lasted for 2 hours. The FAD 
fluorescence patterns shown in this study was dif-
ferent: within 5 minutes after occlusion, there was 
a rapid decrease in fluorescence, followed by a slow 
decrease during 30 minutes, a steady level during 1 
hour and a slow rise until the end of the study [69]. 
In a study by Aldakkak et al. (2009), the changes in 
NADH and FAD levels in myocardial ischemia in-
duced by cardioplegia with hyperkalemic solution 
and lidocaine were evaluated. Different patterns of 
NADH changes with and without cardioplegia were 
demonstrated [70]. 

Camara A. K. and colleagues studied the car-
dioprotective effects of sevoflurane, warm reperfu-
sion and hypothermia on the cold ischemia model 
in isolated guinea pig hearts, measuring metabolism 
using NADH and FAD levels. Ischemia caused a 
rapid increase in NADH and a decrease in FAD, 
which declined in 2 hours. Warm reperfusion re-
sulted in a decrease in NADH and an increase in 
FAD. Sevoflurane attenuated changes in NADH and 
FAD and reduced the size of infarction [71]. 

Changes in the intensity of NADH and FAD 
autofluorescence in the myocardium during is-
chemia, reperfusion, in cardiomyopathy and car-
dioprotection found in a number of studies have 
made it possible to consider them as markers of 
myocardial ischemic injury [72–80].  

Conclusion  
The literature review shows that despite exten-

sive research on this topic the interpretation of the 
auto-fluorescent signal intensity and the determi-
nation of the hypoxia/anoxia period are still open 
issues. Tissue autofluorescence has been studied 
quite well and explained theoretically only in the 
case of short-term ischemia. Studies on ischemia 
continuing for 60–90 minutes are rare, and they 
have provided no indication of tissue autofluores-
cence changes in complete lack of oxygen over the 
period of tissue death. Little attention has been 
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лорода. При этом интенсивность флуоресцен-
ции коферментов была более чувствительна к 
изменению содержания кислорода в перфуза-
те, чем к изменению уровня глюкозы. Была 
показана возможность использования метода 
аутофлуоресцентной спектроскопии для оцен-
ки содержания коллагена I типа в постин-
фарктном периоде [65–67].  

Несмотря на теоретические предпосылки 
и выявленную при проведении эксперимен-
тальных исследований на крысах корреляцию 
между аутофлуоресцентными показателями и 
отторжением аллотрансплантата сердца, 
использование лазер-индуцированной ауто-
флуоресцентной спектроскопии для оценки 
риска отторжения трансплантата сердца 
Yamani M. и соавт. не дало положительных 
результатов [68].  

Ряд работ посвящен использованию рас-
сматриваемого метода с целью контроля 
состояния миокарда при ишемии в условиях 
кардиопротекции. Исследование динамики 
флуоресценции НАДН в зависимости от дли-
тельности реперфузионного периода и типа 
кардиоплегии, проведенное T. Nishioka (1984), 
явилось одним из первых в данном направле-
нии. Неполное восстановление уровня флуо-
ресценции коферментов было объяснено нали-
чием необратимых изменений в миокарде [31]. 
Horvath и соавт. была изучена динамика лазер-
индуцированной флуоресценции НАДН в тка-
нях миокарда при последовательной окклюзии 
и холодовой кардиопротекции. Сразу после 
окклюзии был зарегистрирован быстрый рост 
флуоресценции НАДН за время менее 5 мин с 
последующим спадом в течение всего периода 
ишемии, составившего 2 часа. Динамика флуо-
ресценции ФАД, приведенная в данной работе, 
имела другой характер: в течение 5 минут после 
окклюзии наблюдался быстрый спад флуорес-
ценции, затем медленный спад в течение 30 
мин, стационарный уровень в течение 1 ч и мед-
ленный подъем до окончания исследования 
[69]. Aldakkak et al. В 2009 оценили динамику 
изменения уровней НАДН и ФАД при ишемии 
миокарда при использовании кардиоплегии 
гиперкалемическим раствором и лидокаином. 
В результате были показаны отличия в динами-
ке НАДН при использовании кардиоплегии и 
без таковой [70]. 

Camara A. K. и соавт. провели исследова-
ние кардиопротективного действия севофлю-
рана, теплой реперфузии и гипотермии на 
модели холодовой ишемии изолированных 
сердец морских свинок, контролируя метабо-
лизм по показателям НАДН и ФАД. Ишемия 
вызвала быстрое увеличение НАДН и умень-
шение ФАД, которое уменьшилось за 2 часа. 
Теплая реперфузия привела к снижению НАДН 

paid to the impact of cytotoxic hypoxia on tissue 
autofluorescence. Studies in these areas could re-
veal in detail the mechanisms of autofluorescence 
and identify the patterns of its changes in the atten-
uated tissue metabolic processes after biological 
death, which is essential for intensive care, trans-
plantation and forensic medicine.  
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и увеличению ФАД. Севофлюран ослаблял 
изменения НАДН и ФАД и уменьшал размер 
инфаркта [71]. 

Выявленные в исследованиях изменения 
показателей интенсивности аутофлуоресцен-
ции НАДН и ФАД в миокарде при ишемии, 
реперфузии, кардиомиопатиях, в условиях 
кардиопротекции позволяют рассматривать их 
в качестве маркеров ишемического поврежде-
ния миокарда [72–80].  

Заключение 
В результате проведенного обзора лите-

ратуры можно утверждать, что несмотря на 
большое количество работ по данной теме, 
остаются открытыми вопросы интерпретации 
значений интенсивности аутофлуоресцентно-
го сигнала, возможности определения перио-
да гипоксии/аноксии. Аутофлуоресценция 
тканей достаточно хорошо изучена и объясне-
на теоретически только при кратковременной 
ишемии. Редко встречаются работы, в кото-
рых период ишемии достигал максимум 60–90 
минут, но это не дает представления о том, как 
меняются аутофлуоресцентные свойства 
ткани при полном отсутствии кислорода с 
течением времени в процессе умирания 
ткани. Недостаточное внимание уделено 
изучению влияния цитотоксической гипо-
ксии на аутофлуоресценцию тканей. Исследо-
вания по данным направлениям позволили 
бы не только подробно раскрыть механизмы 
явления аутофлуоресценции, но и выявить 
закономерности ее изменения при угасании 
метаболических процессов в тканях после 
биологической смерти, что имеет большое 
значение для реаниматологии, транспланто-
логии, судебной медицины.  
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